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1- Resumen

Los canales cationicos activados por hiperpolarizacion modulados por nucle6tidos
ciclicos (HCN), son los responsables de controlar la actividad ritmica de las células de
marcapaso del corazén y regular la frecuencia de disparo de las neuronas. Los canales
HCN pertenecen a la familia de canales de potasio dependientes de voltaje, sin embargo,
a diferencia de estos, los HCN se activan a potenciales hiperpolarizantes generando una
corriente entrante. Los HCN son permeables a sodio y potasio, a pesar de contar con la
secuencia de aminoacidos (GYG) que forman la estructura del filtro de selectividad a K*.
Adyacente al filtro de selectividad, se encuentran los residuos LCI, cuya relevancia
funcional aun es desconocida. Una de las maneras de estudiar la funcion de un
aminoacido es sustituyéndolo por otro. En el presente trabajo se realiz6 una triple
mutacion en el HCN2 de Xenopus tropicalis, sustituyendo los residuos LCI por Alaninas
(391LCI393 > 391AAA393). Resultados de modelamiento in silico sugieren que la triple
mutacion genera cambios considerables en el poro del canal, ademas de alteraciones en
el C-linker, una estructura que forma parte importante del mecanismo de la compuerta.
Posteriormente se hizo la caracterizacion funcional del mutante (HCN2Tm) utilizando
ovocitos de Xenopus laevis como sistema de expresion heteréloga y mediante registro
utilizando la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos. EI HCN2Tm mostré cambios
en las cinéticas de activacion y cierre, reduccidon en la amplitud de sus corrientes y
variaciones en la dependencia a voltaje ya que su Vi es mas negativo que el obtenido
en el HCN2Wt. Los resultados obtenidos sugieren que la secuencia LCI no es suficiente
para describir la permeabilidad a Na* del HCN2 de X. tropicalis debido a que no se
encontrd un efecto considerable sobre la selectividad, sin embargo, estos aminoacidos
pueden estar participando en el mantenimiento de las estructuras que regulan la apertura

y cierre de la compuerta del canal HCN2.



2- Summary

The hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels (HCN), are responsible
modulating the rhythmic activity of pacemaker cells of the heart and the firing frequency
of the neurons. The HCN channels belong to the family of voltage-dependent channels,
but different to these, HCN channels are activated by hyperpolarizing potentials producing
an inward current. HCN channels permeates sodium and potassium, even though
containing the amino acids sequence (394GYG396) an identical structure of the selectivity
filter in potassium channels. Adjacent to the selectivity filter the residues 391LCI393 are
located, however its functional relevance is still unknown. One way to study the function
of one amino acid is by substitution by another. Here we performed a triple mutation in
the HCN2 from Xenopus tropicalis, where the LCI residues were replaced by Alanine
(391LCI393> 391AAA393). Results from modelling in-silico suggest that the triple
mutation generates considerable changes in the pore of the channel, in addition to
alterations in the C-linker, an important structure of gating mechanisms. Subsequently,
the functional characterization of the mutant (HCN2Tm) was made using X. laevis oocytes
like heterologous expression and recordings using the voltage-clamp technique with two
electrodes. The HCN2Tm showed changes in activation and closed kinetics, reduction in
the current amplitudes m and variations in voltage dependence. The results suggest that
the sequence LCI is not enough to describe the Na* permeability of HCN2 from X.
tropicalis because it had not a significant effect on selectivity, however, these amino acids
may be involved in the maintenance of structures regulating the opening and closing gate
of the HCN2 channel.
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4- Introduccion

Los canales HCN son la base molecular que subyace a la actividad de marcapaso del
nédulo sinoauricular del corazén y la frecuencia de disparo de las neuronas del sistema
nervioso central. Estos canales se activan ante una hiperpolarizacion de la membrana
celular, generando una corriente eléctrica mediada por los cationes monovalentes Na* y
K*. Esta corriente fue identificada por primera vez en células cardiacas del nodo
sinoauricular del corazon de conejo y debido a sus caracteristicas recibié el nombre de
corriente Funny, posteriormente fue descrita en neuronas del sistema nervioso central
donde se le denominé corriente activada por hiperpolarizacion (In) (DiFrancesco D, et
al., 1986, 1991, 2011).

Los canales HCN pertenecen a la superfamilia de canales de K* dependientes de voltaje
ya que su estructura es comparable a la de los canales Kv, Shaker, etc, sin embargo, la
modulacién por nucleétidos ciclicos y la activacion por hiperpolarizacion les confiere una
propiedad que los distingue del resto de los canales de K* activados por voltaje. Algunos
de los dominios estructurales que comparten incluyen el sensor de voltaje, seis segmentos
transmembranales y la secuencia GYG que compone el filtro de selectividad para K*,
adyacente a estos residuos podemos encontrar otra secuencia muy conservada en HCN
y que es diferente del resto de los canales de potasio, denominada LCI (Leucina, Cisteina
e Isoleucina) (Sartiani et al., 2017).

En mamiferos se encuentran cuatro genes que codifican para cuatro canales HCN con
caracteristicas diferentes cada uno, los cuales son denominados HCN1-4. En términos
generales los HCN son activados cuando el potencial de membrana se encuentra entre
-40 mV y -80 mV y alcanzan su amplitud maxima cuando el potencial de membrana llega
a -100 mV, estos datos pueden variar dependiendo del tipo de HCN vy el tejido donde
ejerce su funcion (Kase e Imoto, 2012). Estos cuatro canales pueden distinguirse debido
a que cada uno presenta caracteristicas muy propias como lo son: variaciones en su
sensibilidad al voltaje, cinéticas de activacion y desactivacion y sensibilidad a adenosin
monofosfato ciclico (CAMP) (Chao et al., 2014).



Los HCN tienen un sitio de reconocimiento a nucleoétidos ciclicos (CNBD) en el extremo
carboxilo terminal intracelular, la union de nucleodtidos ciclicos a este sitio modula la
apertura del canal a potenciales menos negativos. En este sentido, el HCN1 es el menos
sensible al cCAMP mientras que el HCN4 es extremadamente sensible, el HCN2 y HCN3
tienen una sensibilidad a cAMP intermedia (Lewis et al., 2010). La dependencia de voltaje
de los canales HCN también es regulada por los niveles de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2)
y la proteina TRIP8b, la cual modula la union del cAMP, ademas de participar en la
migracion del canal hasta la membrana de las células (Wainger et al., 2001 y Zolles et al.,
2006). Se ha demostrado que algunas alteraciones en la estructura de la proteina
derivadas de mutaciones puntuales en sus genes que les codifican tienen importantes
repercusiones funcionales y por ende estas modificaciones dan como resultado algunas
patologias.

Recientemente en nuestro laboratorio se ha clonado el cDNA de HCN2 proveniente de X.
tropicalis. El cual se ha empleado para generar mutaciones puntuales en la regién del poro
especificamente en la secuencia de aminoacidos 391LCI393. Se seleccionaron estos
aminoacidos debido a que se encuentran conservados en los 4 genes HCN en todas las
especies de vertebrados analizadas. Por tanto, en este trabajo se plantea la generacién
de una triple mutante de los residuos 391LCI393 por Alaninas, para determinar cuél es su

papel sobre la funcién del canal y si tiene injerencia sobre la selectividad idnica.



5- Antecedentes

Todas las células estan rodeadas por una bicapa lipidica la cual separa su medio interno
del externo, embebidos en esta bicapa de lipidos se encuentran ancladas una gran
cantidad de proteinas de las cuales podemos destacar las bombas, transportadores y
canales ionicos que permiten el transporte de sustancias dentro y fuera de las células
(Rosas, 2004). Existe una gran diversidad de canales idnicos especializados para diversas
funciones, tal es el caso de los involucrados en los impulsos nerviosos, los que participan
en el potencial de reposo, los que responden a ligandos y los que se activan por tension
mecdénica, estos permiten el flujo de iones como K*, Na*, Ca* y CI- (Fanjul, 1998). Dentro
de la gran variedad de canales también existen los selectivos a un solo tipo de ion tal es
el caso de los canales de K* que forman parte de la superfamilia de canales activados por

voltaje al igual que los canales HCN.

Los canales HCN generan una corriente de activacion lenta que no desensibiliza,
contribuyendo a varias funciones; incluyendo la actividad del marcapasos en el corazon,
el mantenimiento del potencial de reposo de la membrana y la regulacion de la tasa de
disparo de neuronas, entre otros (Haitin, et al., 2014). La Figura 1 muestra un registro
electrofisiolégico de la corriente que subyace a un canal HCN. Como se menciono
anteriormente, la familia de canales HCN consiste en cuatro canales. Los 4 miembros de
esta familia pueden diferenciarse ya que presentan caracteristicas Unicas e individuales,
por ejemplo: variaciones en su sensibilidad al voltaje, cinéticas de activacion y
desactivacion y modulacion por nucleétidos ciclicos. Es interesante que los canales HCN
presentan una secuencia de aminoacidos (GYG), similar a los canales de K* dénde estos
residuos forman parte de la estructura de su filtro de selectividad. Sin embargo, los HCN
son canales catidnicos no selectivos, ya que permiten el paso K*y Na*en una proporciéon
4:1 respectivamente (Postea y Biel, 2011 y Benarroch, 2013). Los canales HCN y a
diferencia de los canales de K*, presentan una pequefia variacion en los aminoacidos que
forman el filtro de selectividad a K*, los canales HCN contienen una secuencia de
aminoacidos muy conservada LCIGYG (Figura 2) diferente a la estructura de los canales
de K* TTVGYG.



Figura 1. Corriente generada por canales HCN en células HEK293 en la modalidad
de control de voltaje. Se aplicd un pulso cuadrado hiperpolarizante de voltaje (-80 mV)
partiendo de un potencial de mantenimiento de -40 mV. Lo que indujo la generacion de
una corriente que no se inactiva si el pulso se mantiene. El canal es mas sensible al voltaje
en presencia de cAMP, la interaccion con esta molécula permite la activacion del canal a
potenciales menos negativos, asi como una aceleracién en su activacion (Kratochvil et al.,
2016).

Actualmente se cuenta con un modelo estructural de alta resolucion de HCN1 humano
gue propone la existencia de dos sitios de union a K* a diferencia de los cuatros sitios
propuesto para canales de K*. De estos dos sitios en canales HCN se considera a los
residuos IG (localizados en el poro) como formadores parciales de sitios de union.
Ademas, se sugiere que la permeabilidad a Na* se debe a un aumento en el tamafio del
poro a causa de un desplazamiento de la tirosina de la secuencia GYG. Por lo tanto, el
Na* puede fluir a través del filtro de selectividad a favor del flujo de la corriente por su

diferencia de gradiente electroquimico (Lee y MacKinnon, 2017).



a4

XM_002939769 HCN2 X. tropicalis (GenBank) ELYSFALFKAMSHMLCIGYGRQAP

--------------------- HCN2 X. tropicalis ELYSFALFKAMSHMLCIGYGRQAP

AAC28444.2 Homo sapiens ELYSFALFKAMSHMLCIGYGRQAP
Mus musculus ELYSFALFKAMSHMLCIGYGRQAP

NP_32252.1

XP_685414.3  Danio rerio ELYSFALFKAMSHMLCIGYGRQAP

XP_003642915.1 Gallus gallus ELYSFALFKSMSHMLCIGYGRQAP

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién del poro del
HCN2. Las especies de vertebrados analizadas conservan el motivo GYG (flecha cian) y

los residuos LCI (flecha amarilla) que se encuentran adyacentes.

5.1- Estructura de los canales HCN

Los canales HCN son homotetrameros, es decir que estan compuestos de cuatro
subunidades homélogas donde cada subunidad se compone de seis segmentos
transmembranales (S1-S6), dentro de los cuales se encuentra el dominio S4 que cuenta
con aminoacidos cargados positivamente en su estructura y constituyen el sensor de
voltaje, los dominios S5 y S6 forman la estructura del poro del canal (Figura 3A) donde se
encuentra los residuos que forman el filtro de selectividad para potasio (GYG) que
comparten con los canales Ky y adyacente a estos residuos hacia la parte N-tem Se
encuentra la secuencia LCI (Figura 3B). En el extremo carboxilo terminal se localiza el
dominio CNBD que interactia con cAMP e induce cambios conformacionales en la

proteina para modular la apertura del poro (Berrera et al., 2006 y Doyle et al., 1998).
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Figura 3. Caracteristicas estructurales de los canales HCN. A) Esquema
representativo de una subunidad del canal HCN donde se pueden observarse los 6
segmentos transmembranales (S1-S6), la estructura que forma el poro del canal
conformado por la hélice del poro y los residuos que forman el filtro de selectividad (SF)
resaltado en rojo (CIGYG), terminales amino y carboxilo intracelulares, en el carboxilo
terminal se encuentra el C-linker y el CNBD (tomado y editado de Schneider y Wahl). B)
Se muestran 2 subunidades acopladas de spHCN de erizo de mar, con un acercamiento
en la region del poro donde se puede observar la posicion de los residuos 391LCI393 y
394GYG396 (tomado de Kratochvil et al., 2016).

5.1.1- Filtro de selectividad

Estructural y funcionalmente los canales HCN son comparables con los canales de K*
dependientes de voltaje y al igual que éstos los HCN cuentan con una secuencia de
aminodacidos similar a la que actiia como filtro de selectividad para iones K* (T/TVIGYG)
en canales de Kv, por ejemplo. En los canales HCN esta secuencia cambia a LCl y solo
conserva la secuencia GYG. Se sabe que los aminoacidos que forman el filtro de
selectividad a K* en los canales de K* orientan los atomos de oxigeno de sus grupos
carboxilos hacia el vestibulo del poro formando sitios de unién, mas concretamente cuatro
sitios de union, de los cuales es necesario que al menos dos iones estén acoplados a
estos sitios para mantener la estructura ‘rigida’, incluyendo interacciones de estos

aminoacidos con los residuos del asa del poro (Figura 4A). La razén K*: Na* de
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permeabilidad de los canales de K* es de 1000:1. Se considera que el Na* no es capaz
de permear debido a su tamafio (0.95 A), al ser mas pequefio que un ion K* (1.33 A). Por
ejemplo, el filtro en los canales de Na* (Figura 4B) permiten el paso del ion con su esfera
de hidratacion la cual no supera los 5 A, por lo tanto, no permite el paso de iones K*
solvatados debido a su tamafio superior. El radio promedio del filtro de selectividad de un
canal de K* es de aproximadamente 3.5 A y solo permite el paso de iones que no superen
los 1.5 A por lo tanto los iones no pueden pasar a través del canal a menos que estén
deshidratados (Figura 4A). En el espacio extracelular los iones K* estan rodeados de
cuatro moléculas de aguay la energia minima de deshidratacion del K* (55 Kcal/mol) es
menor a la que se necesita en los iones Na* (72 Kcal/mol). De esta manera los oxigenos
de los aminodcidos del filtro compensan este gasto de energia y equilibran al ion. Es decir,
los cuatro oxigenos que forman un sitio de unién, de alguna manera actdan simulando las
moléculas de agua de un ion hidratado por lo tanto lo mantiene estable. Y es debido al
tamafo del K* que puede interactuar con los atomos de oxigeno adecuadamente, en
cambio con iones Na* al ser mas pequefos, esta interaccion no se lleva a cabo
correctamente por la diferencia en la distancia entre los oxigenos de los aminoacidos y el
Na*, al final el ion es repelido (Berg, 2007 y Lee y MacKinnon, 2017). En cambio, los
canales HCN permiten el paso de iones K* y Na* a una razon de 4:1, a pesar de contar
con parte de la secuencia que forma la estructura que funciona como filtro de selectividad
a K*,

En el andlisis del cristal del HCN1 en comparacion con los canales de K*, se observé un
aumento del tamafio del poro en la region del filtro de selectividad debido a una rotacion
de la tirosina causada por una pérdida de interaccidn con un triptéfano localizado en la
hélice del poro en los canales de K* pero no en los HCN. Esto repercute en la desaparicion
de dos sitios de interaccion con el ion K*, sugiriendo que los canales HCN cuentan
Unicamente con 2 sitios de union parciales a K*, (Figura 4C) (Lee y Mackinonn, 2017). De
alguna manera, esto puede explicar el paso de iones Na*. Por consiguiente, se hipotetiza
gue el Na* pasa a través del canal en su estado solvatado a favor del flujo de corriente y
por la diferencia de su gradiente electroquimico, sin pasar por alguno de los sitios de unién

a K*, por lo tanto, no puede ser repelido (Lee y Mackinonn, 2017).
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Figura 4. Estructura del filtro de selectividad. A) Filtro de selectividad a K* del canal
KcsA, las esferas verdes representan iones K* acoplados a cada uno de los cuatro sitios
de unién presentes en canales de K*. B) Filtro de selectividad a Na*, del canal de Sodio
Nak, las esferas verdes representan iones Na* unidos en el filtro de selectividad. C)
Estructura del filtro de selectividad de los canales HCN, la region verde representa la nube

electronica generada por iones K* (tomado de Lee y MacKinnon, 2017).

5.1.2- Sensor de voltaje

Una de las estructuras con enorme relevancia funcional en los canales dependientes de
voltaje es una de sus hélices transmembranales, el segmento S4, que actla como un
sensor de voltaje. Dentro de esta estructura se localizan de 7 a 8 lisinas y argininas
colocados de tal manera que se encuentran cada tercera o cuarta posicion dentro de la
hélice. Esta estructura detecta los cambios en el potencial de membrana y se desplaza al
espacio intracelular; el movimiento del S4 se propaga hasta la compuerta del canal

causando la apertura (Lee y Mackinnon, 2017)

A diferencia de los canales Kv, los canales HCN cuentan con un sensor de voltaje mas
grande y su movimiento es hacia el espacio intracelular. El efecto del cambio

conformacional del S4 se propaga por el asa S4-S5 hasta el segmento S5 que esta

13



intimamente ligado al S6 que forma la compuerta del canal (Lee y Mackinnon, 2017)
(Figura 5), sin embargo, Cowgill et al., 2019, sugiere que el sensor de voltaje de los HCN
tiene la capacidad de favorecer la apertura del poro en cualquier direccion y ademas el
incremento del tamafio del S4 de los HCN no es el principal determinante para la
activacion por hiperpolarizacion. También se menciona que existen intimas interacciones
en el sensor de voltaje con otras zonas de la estructura (como la compuerta, el asa S4-S5
y el C-linker) que conducen el canal a un estado inactivo durante la despolarizacion
ocultando su apertura durante esta fase.

Recientemente por medio de andlisis de trayectoria de dinamica molecular se encontro
gue en canales de K* dependientes de voltaje existen otro tipo de interacciones que
promueven la apertura. Observaron que no solo es importante la participacion del asa S4-
S5, sino también ciertas interacciones de aminoacidos en el dominio S4 que conectan con
S5y que se propaga al S6; este tipo de interacciones electromecénicas son una ruta de
apertura de la compuerta que permanecia desconocida para la super familia de canales
dependientes de voltaje (Fernandez-Marifio et al., 2018).

HCN channel

hyper-
polarization

closed open

Figura 5. Compuerta dependiente de voltaje. Cuando ocurre un cambio en el potencial
de membrana, una hiperpolarizacion en las células, el dominio S4 de los HCN sufre un
cambio conformacién, un desplazamiento hacia el espacio intracelular. Este movimiento
se propaga a traves de las estructuras que controlan la compuerta favoreciendo la apertura

de los canales HCN (Tomado de Lee y Mackinnon, 2017).
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5.1.3- Modulacion por cAMP

Estos canales son principalmente dependientes de voltajes negativos, es decir se activan
o abren cuando ocurre una hiperpolarizacion. Pero tienen la caracteristica de ser
modulados por cAMP, esto, debido a que cuentan con un sitio de unién a nucleotidos
ciclicos similar a los canales CNG. Es importante mencionar que no es requisito que el
cAMP este unido en su sitio de unién para que ocurra la activacion, sin embargo, puede
modular la apertura, esto quiere decir que el canal puede activarse a potenciales menos
negativos (de -10 a -25 mV en promedio para los genes que presentan mayor sensibilidad
a cCAMP, como HCN2 y 4; en HCN1 y 3 también ocurre esta modulacion pero tienen menor
afinidad al cAMP por lo tanto menor efecto), ademas de modificar las cinéticas de corriente

acelerando su activacion (DiFrancesco y Tortora,1991) (Figura 6).

HCMN1 HCN2
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-115 43:
-125 —14
5| = 3 Ciss
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i HCH1 + cAMP HCMN2 + cAMP
"'"“--\r_,________‘____ -95 :{106
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— 135 2 TiAa
500 msa

Figura 6. Modulacion de la activacion de la corriente por cAMP. A) Trazos de corriente
de HCN1 de raton en configuracion de célula completa utilizando ovocitos de X laevis, bajo
un protocolo de pulsos hiperpolarizantes. Activacion del HCN1 en presencia de cAMP bajo
condiciones de voltaje similares. B) Activacion del HCN2 de raton en ausencia y presencia
de cAMP. En ambos casos se observa como se modifican las cinéticas de corriente
(tomado de Sartiani et al., 2017).
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Los canales HCN no presentan selectividad por cCAMP ya que otros nucleétidos como
cGMP, cUMP y cPMP, pueden modular la activacion del canal, aunque con menor afinidad
y potencia (Ng. et al., 2016). De acuerdo con Lee y MacKinnon (2017) el CNBD del HCN1
sufre un cambio conformacional cuando se une el cAMP al sitio de union, provocando una
rotacion de las cuatro estructuras pertenecientes a cada subunidad, tal efecto se propaga

a través del C-Linker hasta la compuerta.

Figura 7. Modulaciéon por cAMP. El canal cuenta con cuatro sitios de uniébn a cAMP
(CNBD) pertenecientes a cada subunidad, donde es necesario que la molécula este
acoplada a cada uno de los sitios de union para que se lleve a cabo el cambio
conformacional, en este caso una rotacion de la parte carboxilo terminal intracelular. Tal
efecto se propaga hasta la compuerta por medio del C-linker, favoreciendo la apertura
(tomado de Lee y MacKinnon, 2017).

5.2- Distribucion

Los canales HCN estan presentes ampliamente en especies de invertebrados y
vertebrados. Estos canales se encuentran distribuidos tanto en tejidos excitables como en
no excitables. A continuacién, se mencionan algunos ejemplos de zonas, tejidos y células
en los cuales se ha encontrado expresion de HCN, por ejemplo, se ha encontrado
expresion de HCN1 en neuronas periféricas y centrales (hipocampo, cerebelo, neocorteza,
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ganglios de la raiz dorsal, células gustativas, fotorreceptores), nodulo sinoauricular,
células B-pancreaticas, nddulo sinoauricular y ovario. El HCN2 por otro lado se sabe que
se expresa ampliamente en neuronas periféricas y centrales, células p-pancreaticas,
ovario, nédulo sinoauricular y en médula interna del riion. EI HCN3 se expresa a la baja
en el sistema nervioso central, también se puede encontrar en retina (células bipolares),
bulbo olfatorio, B-pancreaticas y ovario. Finalmente, el HCN4 con bajos niveles de
expresion en talamo, retina (células bipolares), bulbo olfatorio, células gustativas,
testiculos, B-pancreéticas y ovario, pero con una enorme densidad en el nddulo
sinoauricular a diferencia de HCN1-3 (Saldafia-Meyer, 2009 y Biel et al., 2009). Sin
embargo, aun se desconoce la relevancia funcional de los HCN en algunas de estas

células y tejidos debido a los bajos niveles de expresion que presentan.

5.3- Relevancia funcional

Los canales HCN contribuyen de varias formas en la ritmicidad de las células del nodo
sinoauricular del corazén y las neuronas en el sistema nervioso central, dentro de esta
Gltima son responsables de varias funciones importantes, como la excitabilidad, la
generacion y la modulacion de la actividad ritmica, la integraciéon dendritica y la
transmision de potenciales sinapticos (DiFrancesco, 2015). La accién de los HCN sobre
la excitabilidad neuronal surge de cuatro propiedades fundamentales: 1) permeabilidad
para Na* y K*; 2) curva de activacion en potenciales cercanos al umbral de disparo; 3)
potencial de inversién de -20 a -30 mV; 4) cinética de activacion lenta. Debido a esto
caracteristicas, los canales generan una corriente de despolarizacién capaz de mover el
potencial de membrana hacia un umbral de disparo. Un potencial de membrana en reposo
promedio ronda los -65 mV, a este voltaje una fraccibn de canales de HCN esta
tonicamente abierto (Kase e Imoto, 2012 y Sartiani et al., 2017). Esto genera una entrada
de Na* que despolariza a la célula contrarrestando la hiperpolarizacion al oponerse a las
perturbaciones de cargas negativas y positivas, por lo tanto, la corriente de los canales

HCN estabiliza el potencial de membrana. Finalmente, una pérdida de la funcién de los
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canales HCN causa hiperpolarizacion de la membrana y reduccion de la excitabilidad
intrinseca (Sartiani et al., 2017 y Spinelli et al., 2018). La creciente evidencia de modelos
experimentales de enfermedades que estan asociadas a mutaciones de HCN, sugieren la
participacion de canales disfuncionales. Se han descrito algunas mutaciones en estos
genes y su relacion patologia. Por ejemplo, en HCN4 se describié la mutacion D553N que
esta asociada con un sindrome de arritmias cardiacas debido a alteraciones en la
migracion a la membrana celular. Esta mutacion se detecté en 2004 en una familia
japonesa y da lugar a bradicardias. Por otro lado, la mutacién S672R de HCN4 afecta el
sitio de unién de nucledtidos ciclicos y provoca bradicardia sinusal. Otra mutaciéon como
G480R del mismo canal esta asociada con bradicardia asintomatica, esta mutacion afecta

el arreglo GYG que forma el filtro de selectividad (Postea et al., 2011).

Ademas, la remocién experimental del HCN2 genera crisis epilépticas en ratones knock-
out (Ludwig, 2003). Asimismo, la reduccion y abolicion de la expresiéon de HCN1 provoca
convulsiones, resultado de un aumento de la excitabilidad neuronal (Kole et al., 2007 y
Walker et al., 2009). Los canales HCN también se expresan ampliamente en el sistema
nervioso periférico y la evidencia reciente ha destacado la importancia de la isoforma de
HCN2 en la transmision del dolor; por ejemplo, en modelos de ratén se ha tratado de
estudiar el vinculo entre el HCN2 y el dolor asociado a neuropatias diabéticas, bloqueando
o eliminando la expresion del canal, donde se observé una disminucion de la activacion
de neuronas de segundo orden en la medula espinal; ademas, al incrementar la
concentracion de cAMP promueven la actividad de fibras nociceptivas, por lo tanto, los
HCN pueden ser importantes blancos terapéuticos (Tsantoulas et al., 2017). Por tal motivo
es importante tratar de entender el nexo entre la estructura/funcién de los canales HCN.

En nuestro laboratorio se realizé la caracterizacion funcional de mutantes puntuales de la
secuencia 391LCI393 del canal HCN2 de X. tropicalis, ademas de estudios de
modelamiento in-silico que mostraron un cambio en la estructura de la proteina, en la
region del poro y una ruptura de una hélice alfa en el C-linker (Villafuerte, tesis de maestria,
2016) (Figura 8). Posteriormente la expresion funcional de los canales mutantes en
ovocitos de rana X. laevis, mostraron cambios en las cinéticas de activacion y

desactivacion de las corrientes. Debido a las observaciones en los canales mutados se
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propone al C-linker como una bisagra de la compuerta, en relacion con el efecto de los
residuos LCI sobre el C-linker, ya que pueden alterar la capacidad de esta estructura de
regular el mecanismo de apertura y cierre del canal. Por lo tanto, se propone que la
secuencia LCI est4 involucrada en procesos de regulacion de la funcion de la compuerta
del HCN2 (Villafuerte Ojeda, M. 2016), por consiguiente, en este trabajo se traté de

describir los cambios provocados al mutar en un solo paso los tres residuos LCI.

L391R

Figura 8. Estructura in silico del HCN2Wt y mutantes puntuales de la regiéon LCI. A)
Se muestra la estructura del poro del canal HCN2Wt en una vista inferior. B, C, D) Se
muestran los HCN2 mutados en la region LCI en una vista inferior sobre la region del poro,
la flecha roja indica el lugar de la mutacion y la flecha amarilla sefiala una ruptura de la

hélice en el C-linker (Villafuerte Ojeda, tesis de maestria. 2016).
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6- Hipotesis

La secuencia de aminoacidos LCI adyacente al filtro de selectividad es determinante para
mantener las propiedades electrofisiolégicas del canal, de tal manera que la triple

mutacion de dichos aminoécidos del canal ibnico HCN2 influird sobre la funcién del canal.

7- Objetivos
7.1- Objetivo general

Determinar las caracteristicas electrofisiolégicas de una triple mutacion de la secuencia

LCI adyacente al filtro de selectividad del canal HCN2.

7.2- Objetivos especificos

e Generar una triple mutacion de la region 391LCI393 a 391AAA393 en el canal
HCN2.

e Determinar las propiedades funcionales del canal HCN2 mutado en la secuencia
LCI.

¢ Mediante sustitucion idnica, explorar cambios en la selectividad del canal mutado.
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8- Justificacion

La importante funcion que ejercen los canales HCN en la regulacion del ritmo cardiaco,
asi como el control de la excitabilidad neuronal en el sistema nervioso central, los convierte
en interesantes objetivos de estudio. Estas funciones se ven afectadas por mutaciones en
la estructura de los canales modificando su actividad, dichas alteraciones estan
involucradas en la generacion de arritmias cardiacas o epilepsias por mencionar algunos

ejemplos.

Por lo tanto, la importancia de esta investigacion es determinar la relevancia de una
secuencia de tres aminoacidos altamente conservados (LCI) de los canales HCN cuya

funcién aun es desconocida.
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9- Metodologia

9.1- Generacion de mutantes

Para generar la triple mutacion de la regién LCI del poro se utilizé un protocolo de
mutagénesis sitio dirigida con oligonucleétidos previamente disefiados, estos
corresponden a un fragmento de 36 bases del gen HCN2 de X. tropicalis. Por medio de
sustitucion de bases se gener6 una triple mutacion en los residuos 391LCI393 por
391AAA393.

391 392 393

Silvestre L C |

Mutante A A A

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos. Se genero una triple mutacion en la region del poro

siguiendo la secuencia de amino&cidos que se muestra en la figura.

Tomando como molde el DNAc de HCN2 con la mutante puntual 1393A clonada en
PGEMT-Easy-HCN2 (Villafuerte, tesis de maestria, 2016), se disefiaron los
oligonucledtidos para el protocolo de mutagénesis sitio dirigida (forward
5’gccatgagccacatgGCgGCtgecggcetatgggege 3’) por medio de PCR. Los reactivos y las
condiciones del PCR se muestran en las siguientes tablas.
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Reactivo

(ul)

H20 MQ
Buffer 10X
dNTP’s 10 mM
Oligo F 2.5 uM
Oligo R 2.5 uM
DNA 1 ng/pl

Enzima (Pfu) 1 U/ul

Volumen final

155

2.5

1

4.5 (125ngq)
4.5 (125ngq)
2

1

25

Tabla 2. Reactivos para protocolo de mutagénesis. Se muestran los reactivos utilizados

para generar la mutacion utilizando un protocolo de mutagénesis sitio dirigida por PCR

Temperatura/Tiempo No. de Ciclos

95 °C/ 30 seg
95 °C/ 30 seg
55°C /1 min
72 °C /9 min
68 °C /10 min

1

18

Tabla 3. Condiciones de PCR. Se muestra la temperatura, el tiempo y el nimero de ciclos

para llevar a cabo el PCR.

9.2- Transformacioén en bacterias competentes

Se emplearon bacterias competentes E. coli XL1-Blue que provee la Unidad de

Proteogenomica del Instituto de Neurobiologia, las cuales se encontraban en

ultracongelacion y posteriormente se trasladaron a hielo por 3 min, para descongelarse. A
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continuacion, se tomaron 100 uL de las bacterias y se colocaron en un tubo nuevo y estéril
de 1.5 ml dénde se agrego 10 pL del producto de PCR. Subsiguiente a esto se incubo la
mezcla en hielo durante 30 min para inducir un choque térmico, el cual consistio en
someter la preparacion a una temperatura de 42°C durante 90 segundos e
inmediatamente finalizado el tiempo se cambio el tubo a hielo por 2 min, posteriormente
se agregaron 500 pL de medio SOC (2% triptona, 0.5%, 10 mM NacCl, 2.5 Mm KCI, 10 mM
MgCl2, 10 mM MgSOa4 y 20 mM glucosa) y se mantuvo en agitacion constante a 200 rpm,
37°C durante 1 h. En seguida se sembraron 200 pL de células transformadas en cajas
Petri preparadas con medio LB y ampicilina (0.1 mg/ml). Se incubaron las cajas a 37°C
durante 16 h, posteriormente se seleccionaron colonias aisladas para propagarlas en 6 mi
de medio liquido LB con ampicilina (0.1 mg/ml) y se mantuvieron en agitacion a 200 rpm,
37°C durante 12 h, se utilizé el mismo protocolo para propagar el HCN2Wt.

9.2.1- Extraccion de plasmido

Se colectaron 1.5 ml del medio liquido que presento turbidez, indicativo del crecimiento
bacteriano y se centrifugaron a 12,000 rpm por 4 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante
y cuidadosamente se retir6 por completo el medio hasta conservar solo el pellet de células
dentro del tubo, subsiguiente se resuspendieron las células en 200 uL de solucién | fria
(50 nM glucosa, 25 nM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA, pH 8), se agité vigorosamente en
vortex por 2 min, después se adicion6 al tubo 200 pL de solucion Il a temperatura ambiente
(0.2 N NaOH, 1% SDS) y se mezcl6 suavemente invirtiendo el tubo 10 veces, se incub6 a
4°C por 5 min, se afadieron 200 pL de solucién Il fria (5 M acetato de potasio, acido
acético glacial), se mezcl6 sutiimente invirtiendo el tubo de 6 a 10 veces y se incubé a 4°C

por 15 min.

A continuacion, se centrifugo él tubo a 12,000 rpm, 4°C por 15 min, al finalizar se formaron
dos fases, una con un sedimento blanco compuesto de los agregados macromoleculares
y otra fase acuosa que contiene el DNA plasmidico, se procedi6 a retirar la fase acuosa
evitando el sedimento y se colocd en un tubo nuevo estéril al cual se le agregd 1 ml de

isopropanol a 4 °C y se mezclé suavemente 10 veces, se incubd el tubo a 4°C por 15 min.
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Al finalizar el tiempo se centrifugdé a 12,000 rpm a 4°C por 15 min y se retiro el

sobrenadante.

Se agregaron 900 pL de etanol al 70% a 4°C, se mezcldé suavemente 10 veces y se
centrifugd a 12,000 rpm a 4°C por 10 min, se retird el sobrenadante, posteriormente se
seco en servilleta estéril colocando el tubo de manera invertida dentro de una incubadora
a 37°C por 5 min para eliminar el etanol restante, finalmente se disolvi6 la pastilla en 50
pL de agua MiliQ libre de DNAasa y se almacend a -30°C.

9.3- Transcripcion in vitro de mRNA

Se linealizé el plasmido molde utilizando la enzima de restriccion BamH1. Se incubd la
reaccion a 37°C durante una noche para la completa digestion del vector y se corroboré
su calidad en un gel de agarosa al 0.7%. A continuacion, se colocaron 8 pL de la reaccion
anterior en un tubo nuevo al cual se le adiciond 250 pL de fenol y cloroformo
respectivamente, después se llevo la mezcla a un volumen final de 1000 pL con agua
MiliQ. Subsiguiente a este paso se mezcld6 en vortex un par de segundos para
homogenizar, y se centrifug6é a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C, después se retird la fase
organica colocandola en un tubo nuevo al cual se le agregaron 0.1 volumenes de acetato
de sodio 3 M con 0.8 volumenes de isopropanol frio, se incub6 a -20°C por 15 min, se
centrifugd por 15 min a 13,000 rpm a 4°C, al término se retird el sobrenadante evitando la
pérdida del pellet formado en la parte inferior del tubo, se centrifugd y se removié el
residual, se colocaron 500 pL de etanol frio al 70 % libre de RNasas después se agito
suavemente varias veces invirtiendo el tubo, se centrifugé y retir6 el sobrenadante, se
secO en servilleta estéril en posicidn invertida hasta evaporar el restante. Se disolvio la
pastilla en 50 pL de agua libre de RNasas. Finalmente, para la sintesis de mRNA se utilizé
el kit de Invitrogen Ambion mMMESSAGE mMACHINE T7 Transcription para a la sintesis
del mRNA. Se incubo la reaccion por 2 h a 37°C en un tubo estéril, al finalizar se agrego
1 pL de TURBO DNasa, se agitd la mezcla para homogenizar y se incubd durante 15 min
a la misma temperatura. Posteriormente se colocaron 30 pyL de agua libre de RNasas y 30
uL de LiCl, y se mezclé suavemente, después se coloco el tubo a -20°C durante 8 h. A
continuacion, se centrifugé el tubo a 4°C por 15 min a 13,000 rpm, se removio el
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sobrenadante y se lavo el pellet con 300 pL de etanol frio al 70 %, libre de RNasas, se
centrifugd y removio el etanol, finalmente se disolvido el MRNA en agua libre de RNasas y

se almacen6 a -80°C.

9.4- Obtencion y microinyeccién de ovocitos

Se seleccionaron ranas hembras X. laevis a las cuales se les realiz6 una cirugia
abdominal, previamente anestesiadas colocandolas en hielo durante 30 min, utilizando
férceps del nUmero 5 se extrajeron varios I6bulos del ovario, y foliculos individuales fueron
aislados del I6bulo los cuales se colocaron en solucién de Barth (88 mM NaCl, 1 mM KClI,
2.4 mM NaHCOs, 0.33 mM Ca(NOs)2, 0.41 mM CaClz, 0.82 mM MgSO4, 5 MM HEPES y
0.1 mg/mL de gentamicina, pH 7.4.),posteriormente a los foliculos les fueron retiradas las

capas celulares y acelulares mas superficiales..

A continuacion, los ovocitos fueron tratados con colagenasa al 0.3% en solucion de Ringer
sin Ca?* (15 mM NaCl, 2 mM KCI, 5mM HEPES y pH 7.4) durante 30 min para retirar
remanentes de la capa folicular. Al término del tratamiento se lavaron con solucion de
Ringer sin Ca?* 5 veces y con solucién Barth 3 veces, se colocaron en solucién de Barth
y se incubaron a 18°C durante una noche. Para la microinyeccién se utilizé una cantidad
aproximada de 100 nL de mRNA por ovocito a una concentracion 1ug/uL con ayuda de
un microinyector (Nano liter 2000), y finalmente se colocaron en 10 ml de solucién de Barth
a 18°C.

9.5- Registro electrofisiolégico

Los registros electrofisiologicos de las células se realizaron utilizando la técnica de control
de voltaje con dos microelectrodos, de 48 a 96 h posterior a la microinyeccion. Los
electrodos de registro utilizados se obtuvieron a partir de capilares de borosilicato
utilizando un estirador de pipetas PUL-100 (microprocessor-controlled, vertical pipette

puller) y se llenaron con una solucién 3 M de KCI, con una resistencia final de 2-3 MQ.
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Se utilizaron diferentes soluciones de Ringer modificadas a partir de la solucién normal de
Ringer (115 mM NacCl, 2 mM KCI, 1.8 CaClz, 5 mM HEPES, ajustando el pH a 7.4) para
los experimentos de sustitucion ionica. Estas consistieron en sustituciones equimolares
de Na*/K*, como sigue: una solucién (en mM) 97 KCI:20 NaCl, otra 97 NaCl:20 KClI,
mientras que en dos soluciones mas fue sustituido el NaCl por 97 mM de LiCl o por 97
mM NMDG?, estas Ultimas dos soluciones contenian la misma concentracién de KCI (20
Mm) (Tabla 4).

Las corrientes generadas se registraron en presencia de cada una de las soluciones a
temperatura ambiente (22-25°C), las cuales se perfundieron en la camara de registro por
gravedad, para activar el canal se disefiaron dos protocolos: el primero consistié en fijar
el ovocito a -40 mV y aplicar una serie de pulsos en pasos de -10 mV hasta -140 mV,
después de cada paso se aplico un pulso a -140 mV para obtener las corrientes de cola,
a este protocolo se le nombro de activacidon. Posteriormente se disefio el protocolo de
desactivacion donde nuevamente fijamos el ovocito a -40 mV y se continué a aplicar un
prepulso a -140 mV posteriormente le siguié una serie de pulsos de +20 a -140 mV en
pasos de -10 mV. Los datos de los registros se adquirieron utilizando un amplificador y

fueron almacenados digitalmente utilizando un convertidor AD y el software pClamp 10.5.

1197 mMK* 20 mM Na* 2 | 97 mM Na* 20 mM K*

3|97 mM Li* 20 mM K*

4 | 97 mM NMDG* 20 mM K*

Tabla 4. Soluciones para experimentos de sustitucion idnica. Se muestran las
concentraciones de los iones utilizados para evaluar el comportamiento del canal. Se
utilizaron soluciones de Ringer (pH 7.4, CaCl2 1.8 mM y HEPES 5 mM), modificando las

concentraciones de Na* y K* y sustituyendo al Na* por Li* y NMDG* de manera equimolar.
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9.6- Analisis de relacion I-V

La corriente maxima se determind a partir del pico de la corriente de cola a -140 mV
utilizando el protocolo de activacion. Se normalizo la corriente I/luax, posteriormente se
ajustd a la curva a una funcién de Boltzmann, para determinar el V12, asi como el umbral
de activacion. Por otro lado, empleando el protocolo de desactivacion se pudo determinar
el potencial de inversion utilizando las colas de corriente obtenidas después del pulso

hiperpolarizante a -140 mV, midiendo en el pico de la amplitud maxima obtenida.

Para determinar el tiempo de apertura se utilizé el primer trazo de cola de corriente en el
protocolo de activacion y posteriormente el cierre utilizando el primer trazo de cola de
corriente generada después del pulso hiperpolarizante con el protocolo de desactivacion.
De esta manera se precisO el tiempo constante de activacion ajustando a una funcion

exponencial para definir su componente rapido.
f(t)=Ae%) + C

Donde t es el tiempo, t representa una constante rapida de activacion, Ai son fracciones

del componente y C es un componente constante.

9.7- Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 utilizando el software Clampfit 10.3 y la herramienta
estadistica GraphPad. Se analiz6 la significancia estadistica entre mas de dos grupos
mediante un ANOVA de una via y de dos vias cuando se comparo el voltaje aplicado con
la solucién, asi como una t seguido de una prueba de Tukey (post-hoc). Los valores de
p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos sefialados con un asterisco (*).
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10. Resultados
10.1- Modelado in silico del HCN2 de X. tropicalis.

Se realiz6 un modelado in-silico del canal HCN2 de X. tropicalis (Figura 9) basado en el
modelo de HCN1 humano cristalizado (Lee y MacKinnon, 2017). Este modelamiento nos
permitié obtener una aproximacion del efecto que puede generar la triple mutacion sobre
la estructura de la region del poro. En la Figura 10 en el HCN2Wt se puede observar como
los atomos de oxigeno de los aminoacidos (LCIG) se orientan hacia el vestibulo del poro
sugiriendo posibles sitios de interaccion para K* de acuerdo con Lee y Mackinnon (2017),
pero son los residuos 3931 y 394G los involucrados en formar los sitios de unién, para
corroborar lo mencionado anteriormente, en nuestra estructura se trato de determinar los

posibles sitios de unién a K*, utilizando los residuos 391LCIGYG396 se encontrd

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Figura 9. Modelado in silico del HCN2 de X. tropicalis. Se observan dos subunidades
opuestas del homotetramero HCN2Wt en listdn (azul y rojo) donde se ha resaltado con
color verde la regién de los residuos LCI localizados en el poro del canal. Ademas, se
colocaron lineas punteadas que dividen la proteina para sefialar hacia qué lado de la
membrana se encuentran orientadas sus estructuras. Del lado derecho se muestran dos

figuras del HCN2 en una vista lateral y superior del canal.

29



HCN2Wt HCN2Tm

Figura 10. Modelado in silico del HCN2Wt y Tm. Puede observarse la estructura del
poro mediante el disefio de una superficie molecular excluida de disolvente utilizando la
hélice del poro hasta el S6 (naranja) y la superficie creada utilizando los residuos L/A C/A
I/A G Y G (rojo) para el HCN2Wt y Tm respectivamente, utilizando el software UCSF
Chimera y el paquete MSMS (Sanner et al., 1996). Las esferas purpuras representan los
iones K* situados en los posibles sitios de interaccion dentro de la estructura, los cuales
se colocaron en los lugares electroestaticamente favorables de acuerdo con la ley de
Coulomb utilizando Chimera. En la parte inferior se muestra la region del poro resaltando
los &tomos de los residuos 391LCI393 y 391AAA393, en visualizacidn con liston color azul
se muestra la parte superior del S6 y parte del asa S5-S6 la cual forma la estructura del

poro.

Gnicamente una interaccion favorable para la unién de los iones localizada en los residuos
393l y 394G, cabe destacar que al hacerlo utilizando el canal mutado se encontré un
resultado similar (I393A y 394G) (Figura 10), ademas para este canal se observa un
incremento del tamafio del poro de aproximadamente 1.1 A tomando como referencia a la

distancia de los Ca del residuo 392 (Figura 11).
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Figura 11. Modelado in silico de la region del poro de HCN2. A) Vista superior del
HCN2W1t con un acercamiento en la regiéon del poro, especificamente en la region del
filtro de selectividad. B) Enfoque similar, pero en el canal mutado. Se calcul6 la distancia
en ambos casos tomando como referencia los Ca de los residuos C392 y A392 en el Wt
y Tm respectivamente, encontrandose un aumento del tamafio promedio del poro de

aproximadamente 1.1 A

Utilizando los atomos de oxigeno de los residuos 391-394 para calcular el radio promedio
de interaccion con los iones K* se encontré en el mutante una reduccion en la distancia
entre los oxigenos de los grupos carboxilo de los residuos C392A de 0.5 A, I1393A 0.4 Ay
G394 de 1.4 A, el radio promedio de interaccion con los iones K* en el canal KcsA es < a
3.5 A (Nimigean y Allen, 2011) (Figura 12).

Anteriormente se menciond sobre algunas observaciones que se hicieron en el laboratorio
con las mutantes puntuales, sugiriendo que existe un cambio en el C-linker de una hélice
a (esta estructura funciona como la bisagra de la compuerta del canal), lo que induciria
una modificacion en la apertura. Utilizando estos nuevos modelos, se exploré dicha

estructura y mediante un “morphing” se cred una trayectoria para definir de manera mas
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clara los cambios, observandose que efectivamente existe una modificacion en uno de los
giros en la hélice a del C-linker especificamente en Q447, ademas del movimiento de L434
localizado hacia el Nterm del S6, asi como D435 y S436 en el C-linker hacia el Crem (Figura
13).

Decher (2004) considera que el residuo D443 (en el HCN2 de X. tropicalis este residuo se
encuentra en la posicion 435) del C-linker del HCN2 de raton crea una interaccion
electrostética con R339 localizado en el S4-S5, sugiriendo que este puente salino
estabiliza el estado cerrado participando en el acoplamiento del sensor de voltaje y la
activacion de la compuerta. Nuestro modelo sugiere la reorientacion de la estructura del
residuo D435, aun se desconoce si los residuos L434 y S436 tienen injerencia sobre el

estado de la compuerta.
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HCN2Wt HCN2Tm

Figura 12. Estructura del filtro de selectividad. A) Se muestran los atomos acoplado
con la representacion con superficie (verde) de los aminoacidos 391LCIGYG396 y
391AAAGYG396. Para determinar la distancia promedio de interaccién con los iones se
utilizé como referencia a los atomos de oxigeno orientados hacia el vestibulo de dos
subunidades opuestas para medir la distancia entre esos atomos (calculado mediante
Chimera). A continuacion, se muestran los radios promedio; L391 (5.09 A), C392 (3.82 A),
1393 (3.3 A) y G394 (5.50 A) para el HCN2Wt y para el HCN2Tm A391 (5.48 A), A392
(3.31 A), A393 (2.9 A) y G394 (4.04 A), Estos son los Unicos residuos que orientan sus

atomos de oxigeno de sus grupos carboxilos.
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Figura 13. Analisis de trayectoria. Mediante una superposicion y alineamiento de las
estructuras in silico del HCN2Wt y Tm se hizo un morphing para determinar la trayectoria
de una estructura a otra y definir los cambios en la region del C-linker. Se encontré una
deformacion en uno de los giros de la hélice a (Q447) (purpura), asi como movimientos
por parte de los residuos L434 (rojo), D435 (negro) y S436 (Cian), la regidn
transmembranal y extracelular (S1-S6) se muestran color azul y la parte intracelular (C-

linker y CNBD) se muestran en color verde.

Se hizo el alineamiento de las estructuras HCN2Wt y Tm obteniéndose un valor RSMD=
0.713 A. Se observo que la mayor cantidad de cambios en el canal se encuentran a partir
del C-linker y la parte restante de la estructura hacia el Cterm, €so quiere decir que el CNBD
también se modifica, sin embargo, ain no se define concretamente si estos
desplazamientos estan directamente ligados a la mutacién o si solo se trata de diferencias

por problemas en el modelado de las subunidades del homotetrameto.
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10.2- Generacion del triple mutante y trascripcion in vitro de HCN2Wt y
HCN2Tm.

A partir del vector pPGEMT-Easy-HCN2 con la mutacion I393A (Villafuerte, tesis maestria,
2016) se genero la triple mutaciéon 391AAA393, utilizando un protocolo de mutagénesis
sitio dirigida. Se analizaron tres clonas independientes y se determiné su secuencia
nucleotidica, en la Figura 14C se muestra el electroferograma donde se observa el cambio
de los nucledtidos (se indica en amarillo la secuencia que se cambi6 y los aminoacidos
para los cuales codifica cada triplete en los sitios 391-393). Posteriormente se utilizaron
los vectores pJET-HCN2Wt y pGEMT-Easy-HCN2Tm para obtener los transcritos, en las
figuras 14B y 15B se observa el mapa funcional y de restricciébn con la enzima que se
utilizé para linealizar los vectores. Una vez verificando la calidad de los plasmidos

linealizados se realiz6 con la sintesis del mRNA (Figura 16).
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A) B)
PM pGEMT-Tm Lineal
BamH1

Figura 14. Mapa funciona y de restriccion del pGEMT-Easy-HCN2Tm. A) Se muestra
el mapa de restriccion del pGEMT-Easy-HCN2Tm indicando el sitio de corte de la enzima
BamH1. B) Digestion del plasmido donde se observa el marcador de peso molecular (PM),
el plasmido (pGEMT-Easy-HCN2Tm) y la banda del plasmido linealizado con BamH1
(Lineal BamH1).C) Electroferograma del HCN2Tm dénde se observa el cambio en la

secuencia nucleotidica que codifica para la triple mutacion de la region LCI.
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Figura 15. Mapa funcional y de restriccion del pJET-HCN2Wt. A) Se muestra el mapa
de restriccion del pJET-HCN2Wt indicando el lugar de corte de la enzima Xbal.B)
Digestion del vector, se observa el marcador de peso molecular (PM), el plasmido (pJET-
HCN2W1) y la banda del plasmido linealizado con Xbal (Lineal Xbal).

A) B)

PM  MRNA- Wt PM  MRNA-Tm

Figura 16. mRNA obtenido a partir de la transcripcion in vitro. A) mRNA que codifica
para el HCN2Wt. B) mRNA que codifica para el HCN2Tm.
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10.3- Activacion de las corrientes del canal HCN2Wty Tm

Se disefiaron dos protocolos de activacion basados en los descritos por Lee y Mackinnon,
2017; el primero para determinar tanto el umbral y el voltaje medio de activacién utilizando
una funcién de Boltzmann (V12), asi como las taos de activacion, el segundo se utilizé
para determinar el potencial de inversion de la corriente y las tau de cierre. Los registros
de corrientes obtenidos del HCN2Wty Tm en la condicién de alto K* utilizando el protocolo
de activacion se muestran en la Figura 17B, se pueden observar cinéticas de activacion y
desactivacion lentas caracteristicas de los HCN2Wt, contrastante con lo observado con el
HCN2Tm donde es claro el cambio en las cinéticas de corriente de activacion, asi como

en sus colas de corriente.

C) Potasio
1.0-
- WT
X
< o ™
< 05
0-0 T T T T T T
440 420 00 80 60 40
Vm (mV)

Figura 17. Corriente subyacente del canal HCN2Wt y Tm. A) Trazo control utilizando
Ringer normal. B) Trazos de corriente representativos obtenidos del HCN2 silvestre (Wt)
y mutante (Tm) utilizando el protocolo de activacion. Se utilizé un Ringer modificado donde
se incremento el potasio y se modificd el sodio de manera equimolar (97K-20Na). C) Se
construyo la relacion corriente-voltaje (derecha) midiendo la amplitud maxima en las colas
de corriente (flecha roja). Se normalizé y se ajustdé a una funcion de Boltzmann para
obtener el V12, para el HCN2W1 se calculé un V12=-94.89 + 1.963 mV y para el HCN2Tm
V12=-126.6 £ 4.3 mV. |
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de activacion, asi como el Va2 (Figura 17C). Al observar el comportamiento de las curvas
se detectd que se modificaba la dependencia de voltaje del canal ya que se mostraba una
inflexion en la curva del HCN2Tm a partir de -90 mV sugiriéndose este valor como el
umbral de activacién, sin embargo, también muestra un pequefio porcentaje de corriente
a potenciales menos negativos lo que probablemente puede sugerir un canal parcialmente
abierto. A diferencia del HCN2Wt que tiene un umbral de activaciéon entre -70 y -80 mV y
alcanza su estado de saturacién a partir de -120 mV, obteniendo un Vi2=-94.89 + 1.963
mV, 31.71 mV menos negativo que el Vi2 del Tm. Los trazos en concordancia con el
grafico sugieren que el HCN2Tm a diferencia del Wt permanece abierto y en estado

conductivo después de -140 mV.

Posteriormente se utilizaron las soluciones de Ringer modificado para evaluar el
comportamiento del canal. La primera fue constituida con 97K-20Na, la segunda se
sustituyd el sodio con 97Li-20K y en la ultima solucion se sustituyé el Na* con NMDG*
manteniendo la concentracion de K*, 97NMDG-20K, a estas soluciones a manera de
sintesis en los graficos se les nombro por el ion que tienen en mayor concentracion Na*,

Li* y NMDG", asi como la solucion de K*, usada anteriormente.

En la Figura 18A, B, C se muestran los trazos representativos obtenido del HCN2Tm bajo
las condiciones ionicas de Na*, Li* y NMDG*. Se observé que las cinéticas de activacion
de la corriente se modifican, y muestran una disminucion en su amplitud. Ademas, se
observan incrementos en las corrientes de fuga y peculiarmente el sistema no alcanza el
estado de equilibro al voltaje mas hiperpolarizante (-140 mV) por lo tanto gel canal aun se

mantiene en estado conductivo a estos voltajes muy negativos.

Sin embargo, para determinar concretamente si existen cambios en la activacién del
mutante y si impacta la sustitucion del Na* y la variacion en la concentracion de K* en la
activacion, se normalizo la corriente y se ajusto a una funcion de Boltzmann para obtener
el Vi2. De esta manera se observd que no solo existen cambios en las cinéticas, también

se observaron cambios en la dependencia a voltaje (Figura 18A, B, C).

El umbral de activacién no se modifica en el HCN2Wt cuando se sustituye al Na* en la
solucion o se incrementa el K* (p>0.05), un fendmeno similar sucede con el mutante, al

mismo tiempo se contrastaron los valores obtenidos del mutante con el silvestre mediante
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un ANOVA de dos vias para definir si a un determinado potencial existen cambios en el
flujo de la corriente, sé encontraron diferencias significativas en los potenciales mas
hiperpolarizantes (-110 mV a -140 mV) (p<0.05).

Posteriormente se obtuvieron los Viz2 del HCN2Wt con las diferentes soluciones. Se
encontr6 que en estas soluciones el Viz mostré un desplazamiento a potenciales
negativos cuando se modifica la concentracion de K*y se sustituye al Na* por NMDG*,
aunque el Vi del Li* es 12.46 mV menos negativo que el valor del Na*, el analisis
estadistico no mostro diferencias significativas entre los V12 del silvestre (p>0.05) (Na*= -
99.80 + 1.480, Li*=-87.34 + 1.072 y NMDG*= -104.6 + 1.505 mV). Mientras que los Vi
obtenidos para el mutante en las soluciones de Na*, Li* y NMDG* fueron mas negativos
comparado con los Viz del HCN2Wt, con valores de -121.8 + 2.4, 125.6 + 1.5y 125.10 +
3.9 mV, respectivamente. Las pequefias variaciones entre los Viz2 del HCN2Tm no
arrojaron diferencias significativas (p>0.05) entre sus valores, pero si son

significativamente diferentes a los V12 obtenidos con el HCN2W1t (p<0.05).

En la Figura 18D se muestra cOmo se incrementa la corriente con 97 mM de K*en mas de
94% respecto al Na* (97 mM) en el HCN2Wt. Esto es debido a que el K* tiene una gran
influencia en la conductividad del canal (Maccaferr et al., 1982; Cerbai et al., 1993; Cerbai
et al.,, 1994; Sartiani et al., 2017). No obstante, las corrientes con Li* al parecer son
mayores que las generadas con NMDG* donde se esperaria que el K* sea el Unico ion
permeable por el canal. Por lo tanto, el Li* al parecer es capaz de permear a través del
poro, pero con dificultad, ya que su amplitud de corriente es pequefia respecto a las
generadas con K* y Na*. El efecto del K* parece desaparecer en el HCN2Tm debido a que
la amplitud maxima de la corriente obtenida con todas las soluciones son valores muy
cercanos y no mostraron diferencias (p>0.05) (K*= -43.48, Na*= -50.93, Li*= -49.61 y
NMDG*= -41.44 mV).
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Figura 28. Registros electrofisiolégicos obtenidos con la sustitucion idnica. A) El
primer Ringer modificado que se evalud consistio en incrementar la concentracion de Na*
y de K*de manera equimolar (97Na-20K). Los trazos de corriente obtenidos con el mutante
se muestran en la primera figura de la izquierda y en su parte inferior la corriente
normalizada contrastada con la obtenida del HCN2Wt en condiciones similares, ajustando
a una funcion de Boltzmann para obtener el Vi del HCN2Wt= -99.80 =+ 1.480 mV y
HCN2Tm= -121.8 £+ 2.4 mV. B) De la misma manera para el Li*, el cual se utilizé para

sustituir al Na* (97Li-20K). En la parte central se muestran el trazo representativo y la
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relacion corriente voltaje, obteniéndose de esta manera un Vi2=-87.34 + 1.072y -125.6 +
1.5 mV para el HCN2Wt y Tm respectivamente. C) Y finalmente en la sustituciéon del Na*
por NMDG (97NMDG-20K) se obtuvo un Vi2=-104.6 £ 1.505 mV para el silvestre y -125.10
+ 3.9 mV para el mutante (derecha). D) Amplitud maxima de la corriente obtenida del
HCN2Wty mutante bajo las diferentes condiciones idnicas, solo se encontraron diferencias

significativas con el HCN2Wt cuando se utilizé la solucion con 97K-20Na (p<0.05).

Para determinar si la mutacion 391AAA393 del HCN2 impacta en la selectividad del canal,
se utilizé un protocolo de desactivacion para determinar el potencial de inversién de la
corriente. Los trazos representativos de la corriente generada por el HCN2Wty Tm se
muestran en la Figura 19A utilizando la solucion de alto K*. Se puede observar en el canal
mutante un incremento en la amplitud a potenciales despolarizantes y una disminuciéon a
voltajes negativos en las colas de corriente, efecto que fue opuesto a lo sucedido en el
canal silvestre. En la Figura 19B se muestra la relacién corriente-voltaje, donde se
obtuvieron los valores -25.78 y -38.13 mV para HCN2Wt y Tm, respectivamente. Este
desplazamiento del potencial de Inversion del canal mutante hacia potenciales mas

negativos sugiere un aumento en la permeabilidad a K*.

En el HCN2Wt y solucion 97K-20Na, el potencial de inversion se mantuvo negativo a -
25.78 mV, del mismo modo ocurrié con Na* (-28.65 mV), pero se desplazé hacia valores
mas negativos en Li* (-33.05 mV) o NMDG™ (-34.80 mV) (Figura 20).
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Figura 19. Selectividad del canal en la triple mutaciéon 391LCI393 > 391AAA393. A)
Se muestran los registros de corriente obtenidos del HCN2Wty Tm de izquierda a derecha
respectivamente, utilizando la solucion con la maxima concentracion de K* (97K-20Na™*)
con la finalidad de mostrar de manera acentuada la corriente del HCN2Wt 'y Tm. Utilizando
las colas de corriente resultantes del prepulso hiperpolarizante, midiendo en su amplitud
maxima (flecha roja). B) Construyendo una relacién corriente-voltaje para determinar
desplazamientos en los potenciales de equilibrio y por ende cambios en la selectividad. Se
obtuvo un valor para el HCN2Wt= -25.78 mV y el Tm= -38.13 mV, observandose un

desplazamiento de -12.35 mV hacia voltajes mas negativos en el mutante.

43



1 - Wt
-o- Tm

1
10 20

-- Wt
-Oo- Tm

T 1
10 20

- Wt
-o- Tm

10 20

T 1 T T
60 35;3?730 20 -10

T T T T T
-60 ~ -30 -20 -10 o .
104 410

-20-

Figura 20. Potencial de inversion y sustitucion del Na*. De izquierda a derecha en la
primera figura se muestra la corriente en 97Na-20K de Tm y en la parte inferior respectiva
se observa la relacion I/V correspondiente, los valores del potencial de inversion para el
HCN2Wt y Tm estan indicados en el texto. También se muestran los resultados para las

corrientes registradas en solucion 97Li-20K y 97NMDG-20K respectivamente.

Como se sabe, las cinéticas de activacion y desactivacion de los canales HCN2 son lentas
contde 346 = 24 y 462 £ 23.5 ms, respectivamente (Chen et al., 2001; Xue et al., 2002;

Altomare et al., 2001; Much et al., 2003; Whitaker et al., 2007; Ye and Nerbonne, 2009;
Sartiani et al., 2017), estos valores fueron muy parecidos a los obtenidos en el HCN2 de
X. tropicalis (Figura 21A y 22A). Sin embargo, encontramos que el tiempo de apertura y
cierre es afectado en el canal mutado. Por lo tanto, se midio el tiempo de activacion y
desactivacion de la corriente y estimamos sus Tajustando sus cinéticas a una exponencial

para medir el componente rapido.
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Figura 21. Constante del tiempo de activacion del HCN2Wt y Tm. A) Utilizando una sola
exponencial, medido a -140 mV se obtuvo el tiempo promedio de activacion del HCN2Wt.

B) En él HCN2Tm, medido a -140 mV puede observarse una disminucion del tiempo de
activacion del canal respecto al HCN2Wi.

Con el protocolo de activacion, se midio la tau en el pulso a -140 mV que partia del
prepulso a -40 mV, de esta manera obtuvimos tiempo total de activacion y posteriormente

el cierre se midi6 utilizando las colas de corriente generadas con el protocolo de
desactivacion en el pulso a +20 mV que partia de un prepulso a -140 mV.

Se obtuvo el tiempo de activacion para el HCN2Wt de; 428.9 + 28.7, 357.7 + 53.2, 350.6
+40.0y 340.4 + 64.5 ms, en soluciones de K*, Na*, Li* y NMDG™* respectivamente (Figura
21A), estos valores no mostraron diferencias significativas (p>0.05). En cambio, el canal

mutante mostré una disminucién de sus taos de activacion donde los resultados obtenidos
fueron de 195 + 29.44, 143.7 £ 13.01, 161 £ 7.59 y 202.3 + 15.97 ms en K*, Na*, Li*y

NMDG, respectivamente (Figura 21B), las sustituciones por Na* e incrementos de K* en

el HCNTm tampoco modificaron el tiempo de activacion del canal (p>0.05) pero si es
importante resalta la disminucion del tiempo de activacion..
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Figura 22. A) Constante del tiempo de cierre del HCN2Wt y Tm. A) Constante del
tiempo de cierre o desactivaciéon del HCN2Wt, utilizando una sola exponencial y medido
en el cierre a +20 mV después de aplicar el pulso hiperpolarizante a -140 mV. B) Tiempo
promedio del cierre del HCN2Tm, utilizando una sola exponencial bajo las mismas
condiciones del HCN2Wt. Puede observarse un incremento en el tiempo de cierre lo

cual sugiere un canal abierto por mas tiempo.

La tiempo de desactivacion o cierre también fue afectado en la mutacion en sentido
inverso, es decir las taos incrementan, pasando en los HCN2Wt de: 270.2 £ 44.12, 247.3+
41.59, 278 £ 52.59y 316.5 + 27.92 ms, para K, Na, Li y NMDG", respectivamente (Figura
22A), a valores en la mutante de: 903.3 + 72.6,816.2 £ 1, 823.9 + 152.3 y 997.9 + 180 ms,
para las mismos condiciones idnicas (Figura 22B), por lo tanto la triple mutacién modifica
los estados de apertura y cierre del canal HCN2. En la Tabla 5 se muestra un resumen de
los resultados obtenidos tanto para HCN2Wt como Tm.
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K* Wt

Na* Wt

Li*Wt NMDG*Wt K*Tm Na* Li*Tm NMDG
Tm Tm
Vip | -94.89+ -99.80 -87.34 -104.6 + -126.6 -121.8 -125.6 -125.1
1963 +1.480 +1.072 1.505 +4.3 +24 +1.5 +
(mV)
3.9
Einv
(mV) | -25.78 -28.65 -33.05 - 33.65 -38.13 -32.06 -38.50 -34.80
Imax -144.52 -74.24 -35.58 -17.22 -43.48 -50.93 -49.61 -41.44
(nA)
(n=11) (n=9) (n=9) (n=8) (n=7) (n=6) (n=9) (n=6)
tact 0.428 0.357 0.350 0.340 0.195 0.143 0.161 0.202
(seg)
tdesact 0.270 0.247 0.277 0.336 0.903 0.816 0.832 0.977
(seg)

Tabla 5. Resumen de datos obtenidos con el HCN2Wt y Tm. En la tabla se muestra el

valor Vi, Einv (potencial de inversion de la corriente), Imax (la amplitud maxima de la

corriente), t (tau de activacion y desactivacion o cierre) para cada condicion iénica
estudiada en el canal HCN2Wty HCN2Tm.
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11- Discusion

La corriente hiperpolarizante que subyace a los canales HCN, posee inusuales
caracteristicas responsables de importantes funciones debido a que genera un proceso
de despolarizacion después de una repolarizacion en un potencial de accion. Los defectos
genéticos y la expresion alterada de los canales HCN estan vinculados a varias patologias,
lo que hace de estas proteinas objetivos importantes de investigacion. Sin embargo, la
relacion estructura-funcién de los canales HCN permanece incierta debido a la escasa

evidencia experimental en cuanto a la funcion de sus residuos aminoacidicos.

En el presente estudio en un intento por caracterizar la funcién de los residuos L391, C392,
1393 localizados en la region del poro de canal HCN2 de X. tropicalis y que debido a su
posicion pueden estar involucrados en la permeabilidad a Na* ya que son diferentes a los
encontrados en los filtros de selectividad en canales de K* como se puede observar en el

siguiente cuadro.

H

HCN1 336 ALFKAMSHMLCIGYGQQA 354

HCN2xenopus 382 ALFKAMSHMLCIGYGRQA 399

HCN3 299 ALFKAMSHMLCIGYGQQA 317
HCN4 464 ALFKAMSHMLCIGYGRQA 486
Kv 1.1 362 AFWWAVVSMTTVGYGDMY 380
Kv 4.1 362 AFWYTIVTMTTVGYGDIY 380
Shaker 432 AFWWAVVTMTTVGYGDMT 450
KcSA 65 ALWWSVETATTVGYGDLY 83

Algunos de los resultados obtenidos con el HCN2 de X. tropicalis estan dentro de las
generalidades reportadas para los canales HCN, por ejemplo el umbral de activacion para

los HCN se encuentra en un rango de -40 a -80 mV (Biel et al., 2009), similar a lo
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observado en este canal de anfibio (-70 mV), sin embargo este umbral puede ser
modificado por diferentes factores, por ejemplo, las concentraciones de cAMP
intracelulares (Peracchia, 2012), por otro lado los valores obtenidos de V12 para este canal
HCN2 de rana (V2= -97 mV) también corresponden con valores promedio reportados por
Altomare et al., 2003; Baruscotti et al., 2009; Wahl y Biel, 2009, De igual manera como
sucede con su umbral de activacion este valor puede ser modificado al cambiar la
concentracion extracelular de K* de acuerdo con lo reportado por France et al., 1992 y
Azene et al., 2003, 2005. También, el Einv de la corriente del canal HCN2 se encuentra
dentro del rango reportado para los canales HCN de -20 a -30 mV (Biel et al., 2009). Una
caracteristica mas de estos canales y en especifico del HCN2 son sus cinéticas lentas de
activacion y desactivacion (Ludwig et al.,1999; Seifert et al., 1999; Altomare et al., 2001;
Chen et al., 2001; Xue et al., 2002; Much et al., 2003; Stieberet al., 2003; Whitaker et al.,
2007; Ye and Nerbonne, 2009 y Sartiani et al., 2017), que también fueron similares a los
mostrados por el HCN2 aislado de X. tropicalis. En este trabajo se observaron incrementos
en la amplitud de la corriente cuando se aumenté la concentracién de K* a 97 mM,
indicando la preponderancia de permeabilidad a este ion.

Hasta hoy en dia se desconoce la relevancia de los residuos LCI aunque anteriormente
ya se habian explorado algunos aminoacidos de esta secuencia, por ejemplo, el cambio
de cisteina por treonina o serina no modifica la selectividad del canal en HCN2 y HCN4,
pero si sus cinéticas de activacion (D’Avanzo et al., 2009 y Macri et al 2012); algo similar
sucede cuando se muta la S/T por C en la misma posicion en canales Kv, en los que la
sustitucion de los aminoacidos no modifica la selectividad (Zhou y MacKinnon, 2004). La
doble mutacién de LC por TT en un intento por replicar en su totalidad a un filtro de
selectividad a K* en HCN4, no es funcional en células CHO, pero, si se observo su

localizacion en membrana (D’Avanzo et al., 2009).

En este trabajo mostramos que la triple sustitucion de los residuos 391LCI393 en HCN2
por alaninas (HCN2Tm), mostré una reduccion en la amplitud de las corrientes, asi como
modificaciones en sus cinéticas de activaciones y desactivacién. Posiblemente las

alteraciones en la activacion se originen a partir de la modificacién en la estructura del
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poro en la region del filtro de selectividad, previamente se ha demostrado que cambios en
estas zonas son capaces de modular la activacion de los poros (Zheng, 1997, 1998;
Berneche et al., 2005 y D’Avanzo et al., 2009). El modelo in silico del HCN2Tm sugiere un
aumento del tamafio del poro en estado cerrado de aproximadamente 1.1 A. D"Avanzo et
al. (2009) observaron que la mutacion C479T incrementa el tamafio del poro del HCN4 a
1.8 A.

Como ya se mencioné el K* extracelular modula la activacién de los HCN. Esta modulacion
es consistente con lo reportado por Azene et al. (2004) en HCN1 y un tanto diferente a lo
encontrado en el HCN2 de X. tropicalis, debido a que no se observaron cambios
significativos en los umbrales de activacion cuando se aumenta la concentracion de K*
extracelular. Sin embargo, cuando se genera la mutacién A354T en HCN1 (un aminoacido
localizado en el poro del canal), se pierde la modulacion por iones externos ademas de
modificar el V12 a voltajes mas negativos y a su vez acelerando las cinéticas de activacion,

similar a lo ocurrido en el HCN2Tm.

Los resultados obtenidos con el protocolo de activacion muestran disminucion en la
amplitud de corriente y cambios en la dependencia a voltaje del canal ya que se observa
un crecimiento exponencial de la corriente a potenciales muy hiperpolarizantes
comparados con los obtenidos del HCN2Wt, modificando su V12 a voltajes mas negativos,
sin alterar el umbral de activacion (p>0.05). Sin embargo, en las curvas de activacion del
mutante se observa una pequefia proporcion de corriente, a voltajes despolarizantes,
especialmente cuando se incrementa el K* extracelular, lo cual sugiere un canal
parcialmente abierto, o quiza solo pueda tratarse de corriente de fuga o es debido al
incremento de la corriente instantanea que se observa en el mutante. Un efecto similar se
ha encontrado con la mutacion S306Q en el dominio S4 del HCN2, el cual modifica las
cinéticas de activacion, disminuye la amplitud de la corriente, pero aumenta la corriente

instantanea y modifica el V12 hacia potenciales negativos (Chen et al., 2000).

Utilizando el protocolo de desactivacion se obtuvieron pequefias colas de corriente a
voltajes despolarizantes en el HCN2Wt contrastante con lo observado en el mutante, el

cual mostré incrementos en la amplitud a estos potenciales. Asimismo, en spHCN se

50



observd que los canales con la ruptura en el S4 y S4-S5 mostraron pequefas
conductancias en estado estacionario a voltajes despolarizantes donde el spHCN Wt se
encuentra cerrado, sugiriendo modificaciones en la compuerta (Flynn y Zagotta, 2018). De
igual manera se sabe que el C-linker y el asa S4-S5 estan interactuando para mantener

el estado cerrado o abierto de la compuerta del HCN2.

La obtencién del cristal de HCN1 humano mostr6é que la compuerta de estos canales se
localiza en la parte inferior del dominio S6c¢-term adyacente al C-linker que conecta la parte
intracelular con la transmembranal. La apertura de la compuerta se lleva a cabo mediante
un movimiento hacia dentro del sensor de voltaje, que se propaga a traves del asa S4-S5
hasta el dominio S5 que esta intimamente ligado al S6, en un acoplamiento de cremallera
provocando el desplazamiento del C-linker induciendo la apertura de la compuerta (Lee y
Mackinonn, 2017). En un trabajo previo en el laboratorio, el modelo in silico sugiere que el
cambio en la regién del poro provoca una ruptura de una a-hélice en el C-linker y que
debido a esto la estructura que controla la apertura y cierre de la compuerta se puede ver
afectada.

Prole y Yellen, (2006) muestran dos regiones funcionales relevantes del canal spHCN1,
el asa S4-S5y el C-linker, las cuales se aproximan durante la activacion. Asi mismo Chen
et al., (2001) mostro que la mutacion de dos residuos especificos en el enlazador S4-S5
de HCN2 (Tyr331 y Arg339) impiden el cierre normal del canal presumiblemente por la
interrupcion de una interaccién clave con la compuerta de activacion. Posteriormente se
mostro que el C-linker interactia con aminoacidos del S4-S5, donde la eliminacion parcial
del C-linker sugiere que la interaccion de los residuos Arg339 del S4-S5 y Asp443 del C-
linker estabilizan el estado cerrado y ademas participan en la activacién de compuerta del
canal (Decher et al., 2004). En nuestro modelo se observd una reorientacién de los
residuos D435, L434 y S436 localizados en el C-linker modificando un poco esta estructura
y probablemente afectando algun mecanismo de interaccion con la compuerta como se
ha mencionado anteriormente cuando se modifican aminoacidos en el C-linker. De esta
manera se puede generar una hipotesis en la que el cambio de los residuos 391LCI393
no contribuyen a la permeabilidad a Na*® del HCN2, pero son importantes en el
mantenimiento de las propiedades de compuerta del canal, debido a su hipotética
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interaccidn con otras estructuras que participan en el mecanismo de apertura y cierre. Sin
embargo, aun no es claro el mecanismo por el cual los aminoacidos del poro tienen efecto
sobre la compuerta. Se requiere mayor evidencia experimental para determinar la relacién
estructura-funcion de los residuos del poro, y como el cambio en estos aminoacidos
modifica las cinéticas de corriente de los canales, o si se trata de un canal con una
segunda compuerta de activacion como lo propuesto por Azene et al., (2004) y Wah Siu
et al., (2009). Sin embargo, estas observaciones no concuerdan con la estructura del
cristal del HCN1 donde al igual que los canales de K*, el dominio S6¢-term forma una Unica
compuerta. Es claro que los aminoacidos del poro LCI influyen en el comportamiento de
la corriente, sugiriendo afectaciones en la compuerta de acuerdo lo observado en este
trabajo y lo reportado también en trabajos previos (Xue y Li, 2002; Azene et al., 2005; Au
et al., 2008; Wah Siu et al., 2009).
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12- Conclusiones

Se logr6 generar una triple mutacion en los residuos 391LCI393>391AAA393 localizados
en la region del poro del canal HCN2 de X. tropicalis, y expresarlo con éxito en ovocitos

de X. laevis.

La mutacién 391AAA393 evidencid la relevancia de la region LCIl. Mediante el uso de
nuestro modelo se observaron cambios en el poro, asi como en el C-liker, sugiriendo
alteraciones en la compuerta del canal. Aun no es claro como estos aminoacidos pueden

estar involucrados en el mantenimiento de esta estructura.

Puede sugerirse que el desplazamiento del potencial de inversion de la corriente a
potenciales mas negativos sea un reflejo de un probable aumento en la permeabilidad a
K* en el canal mutado, sin embargo, los residuos LCI a pesar de su estratégica

localizacion, no determinan la permeabilidad a Na* del HCNZ2.
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